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50％プラック阻止を示した希釈の 100 倍濃度の 4H4 を等















ス遺伝子は材料から RNAを抽出後，恒光ら 8）による N
遺伝子を増幅するプライマーセットを用いた RT-PCR を
行い，さらに著者の設定したプライマーセット（未発表）


















試験１ No.227 牛（10 ヶ月齢）：培養上清 60ml を経口投与
試験２ No.230 牛（13 ヶ月齢）：培養上清 1㍑を経口投与
Kumamoto/1/07（熊本）株
試験１ No.231 牛（15 ヶ月齢）：培養上清 1.2 ㍑を経口投与
試験２ No.248 牛（ 3 日齢）：No.231 牛糞便 5㌘乳剤を経口投与
No.249 牛（ 3 日齢）：No.231 牛糞便 10 ㌘乳剤を経口投与





















　掛川株を接種した牛 2頭（No. 227 および 230）には発熱，
鼻汁，下痢等の症状は認められなかった。No. 227 では血
漿（5日目）と鼻汁（12 日目）からウイルス遺伝子が nested 
PCR で検出され，No. 230 では鼻汁（9および 10 日目） か
らウイルス遺伝子が検出された。抗体の陽転はNo. 227
では試験期間中 （20 日間） 認められず，No. 230 では最終
日 （11 日目） に低力価 （× 4） ではあるが認められた。
ウイルス株
ウサギ免疫血清
Kakegawa 66/H Ishikawa Hokkaido Kumamoto
Kakegawa
（遺伝子型１） 2
15.5 （100）* 214.5 214 215 213
66/H
（遺伝子型１） 2
15.5 （84） 215 （100） 214 214.5 213
Ishikawa/2/99
（遺伝子型２） 2
15 （50） 213.5 （35） 215.5 （100） 214 214
Hokkaido/12/03
（遺伝子型３） 2
16 （60） 215.5 （50） 214.5 （25） 217 （100） 214
Kumamoto/1/07
（遺伝子型４） 2




R=100 √r1 × r2
r1= ヘテロ抗体価（2株）/ホモ抗体価（1株），r2= ヘテロ抗体価（1株）/ホモ抗体価（2株）
遺伝子型１ 遺伝子型２ 遺伝子型３ 遺伝子型４


































ⴊẏ − − − − − − − − − − −
㥦᳝ − − 䋫 䋫 䋫 䋫 䋫 − 䋫 䋫 䋫
















　熊本株を接種した牛 （No. 231） は発熱および血液を含
む軟便を呈した （図２）。鼻汁と糞便からウイルス遺伝子
が検出され，接種 7日目から抗体の陽転が認められた。
　No. 231 の糞便材料の PBS 懸濁液を接種した新生子牛
2頭 （No. 248 および 249） のうちNo. 248 は 2 日目に軟便
を呈した後，死亡した （図３）。No. 249 は下痢 （血） 便を
呈した。両頭の血漿，鼻汁，糞便からウイルス遺伝子が
検出されたが，抗体の陽転は試験期間中 （5 日間） 認めら
れなかった。
　No. 249 の糞便材料の PBS 懸濁液を接種した新生子牛
1頭 （No. 251） は発熱および下痢 （血） 便を呈した （図
４）。血漿，鼻汁，糞便からウイルス遺伝子が検出された
が，抗体の陽転は試験期間中 （4 日間） 認められなかった。





























ⴊẏ − 䋫䋨n䋩* 䋫
㥦᳝ − 䋫 䋫䋨n䋩*
♮ଢ − − 䋫
ⴊẏ − − 䋫 䋫 䋫 䋫
㥦᳝ − − 䋫 䋫 䋫 䋫



























㪍㪇૕᷷䋨͠䋩 ਛ๺᛫૕ଔ䊖䊦‐ No. 251
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nt536 nt696 nt982 nt984 nt3157
Kumamoto/1/07 A T C T C
試験２　糞便 GorA A C T C
試験２　鼻汁 A A C T C
試験３　糞便 G A C T C































粘膜，第 3-4 胃にも抗原が検出された （図６）。さらに































polymorphic region 内に位置する S蛋白の 528 番目のア
ミノ酸が中和抗原部位であることが報告されている 9）。
今回我々の成績の中和抗原部位は polymorphic region 外








臓器（組織） RT-PCR 病理（免染） 臓器（組織） RT-PCR 病理（免染）
鼻甲介粘膜 ＋ ＋＋ 盲腸 ＋ ＋＋
鼻腔粘膜 ＋ － 結腸　上部 ＋ ＋＋
気管粘膜 ＋ ＋ 結腸　中部 ＋ ＋
肺　右前葉 ＋ n* － 結腸　下部 ＋ ＋＋
肺　右中葉 ＋ － 直腸　上部 ＋ ＋＋
肺　右後葉 ＋ n － 直腸　下部 ＋ ＋
肺　左前葉前部 ＋ － 肺門リンパ節 NT －
肺　左前葉後部 ＋ － 空腸付属リンパ節 ＋ n －
肺　左後葉 ＋ － 回腸付属リンパ節 ＋ ＋
十二指腸　上部 ＋ ＋ 結腸付属リンパ節 NT ＋
十二指腸　下部 ＋ n ＋ 第一胃 ＋ －
空腸　上部 － ＋ 第二胃 ＋ －
空腸　中部 － ＋ 第三胃 ＋ ＋
空腸　下部 ＋ ＋＋ 第四胃 ＋ ＋
回腸　上部 － ＋ 心臓 NT －
回腸　中部 － ＋＋＋ 肝臓 ＋ n －
回腸　下部 ＋ ＋＋＋ 腎臓 ＋ n －
回盲部 ＋ ＋＋＋
*　nested PCR で検出
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Antigenic variation among recent Japanese isolates of bovine coronaviruses and 
experimental infection for the veriﬁcation of their pathogenicity
Toru KANNO 1）*, Ryoko ISHIHARA 1）, Shinichi HATAMA 1）, Ikuo UCHIDA 1）, Maiko YAMAGISHI 2）,
Yoshiharu ISHIKAWA 1） & Koichi KADOTA 1）
Recent Japanese field isolates of bovine coronaviruses, reference Kakegawa strain and vaccine strain, which 
belongs to 4 genotypes by phylogenetic analysis of the S glycoprotein gene, were analyzed for their antigenic 
properties by indirect immunoﬂuorescent and neutralization tests.  In the results of neutralization tests, there are 
antigenic diﬀerences among viruses, however it didn’t show the degree of indication of distinct serotype.  Monoclonal 
antibody, 4H4, against the Kakegawa strain, which belong to genotype 1, signiﬁcantly lacked neutralizing activity for 
genotype 2, 3, and 4 viruses.  Analysis of using escape mutant viruses from 4H4 revealed that the antigenic site of 
Kakegawa strain was mapped to at amino acid position 284 of S glycoprotein.  Experimental infection of Kakegawa 
and Kumamoto strains were conducted for veriﬁcation of their pathogenicity.  The cattle and calves inoculated with 
the Kumamoto strain showed pyrexia and diarrhea, and viral gene was detected in plasma, nasal discharge and feces 
by RT-PCR.  Histological examination showed lesions in small and large intestines mainly in ileum.  BCoV RNA and 
antigen were detected in nasal turbinates, trachea, lung, rumen, reticulum, omasum and abomasum as well as intestinal 
tract.
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